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การเปรยีบเทยีบเทคนคิการก�ำหนดคา่อ้างองิของเมลามีนในสารละลายตวัแทนอาหาร
โดยวธีิการวเิคราะหด์ว้ยน�้ำหนกัและวธิไีฮเพอรฟ์อรแ์มนลิควดิ โครมาโทรกราฟี 

Comparison of melamine determination as reference value in food simulant 
by gravimetric method and high performance liquid chromatography

บทคัดย่อ
	 งานวิจัยนี้ศึกษาวิธีการก�ำหนดค่าอ้างอิงของเมลามีนในสารละลายตัวแทนอาหาร (กรดอะซิติก ร้อยละ 3) ส�ำหรับกิจกรรมทดสอบความช�ำนาญ โดยเปรียบ
เทียบระหว่างวิธีการวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนัก (Gravimetric method) และวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนลิควิดโครมาโทรกราฟี (HPLC)  ด�ำเนินการตามวิธีมาตรฐาน DD CEN/
TS 13130-27: 2005  ซ่ึงตัวอย่างท่ีใช้ในการก�ำหนดค่าอ้างอิง ได้ท�ำการตรวจสอบความเป็นเนื้อเดียวกันและมีความเสถียร พบว่า ตัวอย่างเป็นไปตามเกณฑ์ที่
มาตรฐานก�ำหนด (ISO 13528: 2005)  การก�ำหนดค่าอ้างอิงของเมลามีนด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์แมนลิควิด โครมาโทรกราฟี และวิธีการวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนัก พบ
ว่าตวัอย่างมปีริมาณเมลามนี  5.04  และ 5.00  มลิลิกรมัต่อกโิลกรมั โดยมีค่าความไมแ่นน่อนขยายทีร่ะดบัความเชือ่มัน่รอ้ยละ 95 เท่ากบั 0.30 และ 0.06 มลิลกิรัม
ต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ การเปรียบเทียบเทคนิคการก�ำหนดค่าอ้างอิงใช้ค่า E

n
 พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ค่าปริมาณเมลามีนไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ

Abstract
	 This study aimed to compare the approaches used for assigning  reference values for proficiency testing scheme in food simulant 
(acetic acid, 3% (w/v)) using gravimetric technique and high performance liquid chromatography (HPLC) as according to DD CEN/TS 13130-
27: 2005.  The PT samples used in this study were required to investigate for homogeneity and stability. These samples were examined 
and met the standard requirements (ISO 13528: 2005). The determinations of melamine content were performed by using HPLC and 
gravimetric method. From the experiment results, the amounts of melamine in food simulant were 5.04 and 5.00 mg/kg, respectively. 
Moreover, the uncertainties of measurement were also estimated and found that the expanded uncertainties at 95% confidence interval 
were 0.30 and 0.06 mg/kg, respectively.  The comparison between the reference values of HPLC and gravimetric method was performed 
by using E

n
 value. The E

n
 value showed non-significant difference for both determination methods of melamine values.
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1. บทน�ำ (Introduction)
	 เมลามีน (melamine) เป็นสารที่ใช้ในอุตสาหกรรมพลาสติกโดยน�ำมาท�ำ
ปฏิกิริยากับฟอร์มาลดีไฮด์ (formaldehyde) ได้เป็นเมลามีนเรซิน (melamine 
resin) ซึ่งนํามาทําภาชนะเมลามีนสําหรับใช้บรรจุอาหารและได้รับความนิยมอย่าง
มากเนือ่งจากมคีวามสวยงาม นํา้หนกัเบา ผวิเรยีบเป็นมนั ตกไม่แตกและราคาไม่สงู
มาก โดยท่ัวไปเมลามีนเป็นสารประกอบที่ไม่มีพิษเมื่อพบในปริมาณน้อย แต่เมลา
มีนจะมีพิษสูงเมื่อจับตัวกับกรดไซยานูริก (cyanuric acid) เกิดเป็นเมลามีนไซยานู
เรต ซึ่งเป็นผลึกที่ไม่ละลายน�้ำ ก้อนผลึกเล็กๆนี้จะอุดตันท่อในไต ส่งผลให้เกิดนิ่วใน
ไตท�ำให้ไม่สามารถผลติปัสสาวะได้ ก่อให้เกดิมะเรง็ทีก่ระเพาะปัสสาวะ ท�ำลายระบบ
สืบพันธุ์ และท�ำให้ไตวายเฉียบพลันเป็นผลให้เกิดการเสียชีวิตได้ [1]- [5] 
	 องค์การอนามัยโลกจึงได้ก�ำหนดค่า Tolerable Daily Intake (TDI) หรือค่า
ปนเป้ือนสงูสดุทีร่่างกายได้รบัต่อวันโดยไม่ท�ำให้เกดิอันตรายต่อสุขภาพของเมลามนี
ที่ 0.20 มิลลิกรัม/น�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัม/วัน (WHO, 2009) ในขณะที่ประเทศ
สหรัฐอเมริกาก�ำหนดค่า TDI ที่ 0.63 มิลลิกรัม/น�ำ้หนักตัว 1 กิโลกรัม/วัน และ
สหภาพยุโรปก�ำหนดค่า TDI ที่ 0.50 มิลลิกรัม/น�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัม/วัน นอกจาก
นีส้หภาพยโุรปได้แก้ไขกฎระเบยีบเกีย่วกบัการใช้สารเมลามีนให้สอดคล้องกบัค่า TDI 
ดังกล่าว โดยเมื่อวันที่ 10 ธันวาคม 2554 สหภาพยุโรปได้ออกกฎระเบียบ 
Commission Regulation (EU) No 1282/2011 ลงวันที่ 28 พฤศจิกายน 2554  
แก้ไข Commission Regulation (EU) No. 10/2011 เรื่องกฎระเบียบว่าด้วยวัสดุ
พลาสตกิและบรรจภุณัฑ์ทีส่มัผสัอาหาร ว่าด้วยการลดข้อจ�ำกดัการใช้สารวัสดสัุมผัส
อาหาร หมายเลข 239 ชื่อ 2,4,6-triamino-1,3,5-triazine (เมลามีน)  โดยลดค่า 
specific migration limit (SML) หรอืค่าสงูสดุทีอ่นญุาตให้อาหารสมัผสัเมลามนีได้ 
จาก 30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เป็น 2.5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (2.5 mg/kg food) โดยมี
ผลบังคับใช้ตั้งแต่วันที่ 30 ธันวาคม 2554 และประเทศไทยได้มีประกาศกระทรวง
สาธารณสขุฉบบัท่ี 331 (2551) เรือ่ง ก�ำหนดอาหารทีห้่ามผลิต น�ำเข้า หรอืจ�ำหน่าย 
และประกาศส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา เรื่อง ก�ำหนดเงื่อนไขอาหารที่
ตรวจพบสารเมลามีนและสารในกลุ่มเมลามีน โดยก�ำหนด นมผงไม่เกิน 1 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม และอาหารที่มีนมเป็นส่วนผสม ไม่เกิน 2.5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม จากการ
ออกกฎระเบียบดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงความส�ำคัญของอันตรายจากสารเมลามีน
และส่งผลกระทบต่อผู้ส่งออกภาชนะบรรจุอาหารชนิดเมลามีนที่จะต้องผลิตสินค้า
ให้ได้ตามกฎระเบียบฉบับนี้
	 การทดสอบหาปริมาณสารเมลามีนจึงมีบทบาทส�ำคัญต่ออุตสาหกรรมการส่ง
ออก การดูแลและคุ้มครองความปลอดภัยของผู้บริโภค ดังนั้นผลการทดสอบที่ถูก
ต้องและมีความน่าเชื่อถือเท่านั้นที่สามารถน�ำไปใช้ให้เกิดประโยชน์ได้   การเปรียบ
เทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการด้วยกิจกรรมทดสอบความช�ำนาญ (Proficiency 
Testing; PT) ช่วยยนืยนัถงึความถกูต้องและประสทิธภิาพของห้องปฏิบตั ิ นอกจาก
นีก้ารทดสอบความชาํนาญยังเป็นแนวทางหนึง่ในการประกนัคณุภาพผลการทดสอบ
ท�ำให้เกิดความน่าเชื่อถือ และเกิดการยอมรับร่วมในผลการทดสอบของห้องปฏิบัติ
การ รวมทัง้เป็นหนึง่ในข้อกําหนดของระบบคณุภาพของห้องปฏบิตักิารตามมาตรฐาน 
ISO/IEC17025  ซึ่งการก�ำหนดค่าอ้างอิงส�ำหรับกิจกรรมทดสอบความชํานาญ เป็น
ส่วนที่มีบทบาทส�ำคัญต่อการประเมินสมรรถนะห้องปฏิบัติการ โดยการประเมินดัง
กล่าวมีหลายรูปแบบ แต่วิธีที่ได้รับความนิยมคือการประเมินโดยใช้ z-score ดัง
สมการที่ 1 และมีเกณฑ์การประเมินดังตารางที่ 1

เมื่อ x    คือผลการทดสอบจากห้องปฏิบัติการ
      X   คือค่าอ้างอิง (Assigned value)	
     σ

pt   
คือค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของการประเมินความช�ำนาญ 

 

ตารางที่ 1 แสดงเกณฑ์การประเมินสมรรถนะห้องปฏิบัติการโดย  z-score

ค่า z-score เกณฑ์การยอมรับ

|z| < 2 ผลเป็นที่น่าพอใจ (Satisfactory)

2 < |z| < 3 ผลเป็นที่น่าสงสัย (Questionable)

|z| > 3 ผลไม่เป็นที่น่าพอใจ 
(Unsatisfactory)

 
	 งานวิจัยน้ีจึงได้ศึกษาวิธีการก�ำหนดค่าอ้างอิงของเมลามีนในสารละลายตัวแทน
อาหารส�ำหรับการเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการหรือกิจกรรมทดสอบความ
ช�ำนาญ โดยศึกษาเปรียบเทียบ 2 วิธี ดังนี้ วิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนลิควิด โครมาโทรกราฟี 
และวธิกีารวเิคราะห์ด้วยน�ำ้หนกั  ซึง่สามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ต่อการพฒันาศกัยภาพ
ห้องปฏิบตักิารของกลุม่ประเทศสมาชกิอาเซยีนในกจิกรรม PT ของศนูย์บริหารจดัการ
ทดสอบความช�ำนาญของห้องปฏิบัติการ

2. วิธีการทดลอง (Experimental)
	 2.1	 เครื่องมือและอุปกรณ์
		  2.1.1	เครื่องชั่งไฟฟ้า (electronic analytical balance) ชั่งได้ละเอียด 
			   0.0001 กิโลกรัม ยี่ห้อ Sartorius รุ่น Combics3 
		  2.1.2	เครื่องชั่งไฟฟ้า (electronic analytical balance) ชั่งได้ละเอียด 
			   0.00001 กรัม ยี่ห้อ Mettler รุ่น XP 205 DR 
		  2.1.3	เครือ่ง HPLC  ยีห้่อ Waters รุน่ Alliance e2695 และคอลมัน์ HPLC 
			   ชนิดเหล็กกล้าไร้สนิมขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร บรรจุด้วย 
			   Spherisorb NH

2
 ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร 

		  2.1.4	ตู้อบ (oven) ยี่ห้อ BINDER รุ่น FED115
		  2.1.5	เครื่องท�ำน�้ำบริสุทธิ์ (deionizer)
		  2.1.6	ชุดอุปกรณ์การกรองพร้อมแผ่นเมมเบรน (membrane filter) 
			   ชนิดไนลอน ขนาด 47 มิลลิเมตร 0.20 ไมโครเมตร
		  2.1.7	ตวักรอง (syringe filter) ชนดิ PTFE หรือ PVDF ขนาด 13 มลิลเิมตร 
			   0.20 ไมโครเมตร หรือตัวกรองชนิดอื่นๆ ที่มีคุณสมบัติเหมือนกัน 
		  2.1.8	หลอดฉีด (syringe) ขนาด 5 มิลลิลิตร
		  2.1.9	ขวดแก้วขนาดเล็ก (vial) ขนาด 2 มิลลิลิตร
		  2.1.10 เครือ่งแก้วต่างๆ เช่น ปิเปตต์ ขวดแก้วปรมิาตร บกีเกอร์ และกระบอก
			    ตวงขนาดต่างๆ 
		  2.1.11 อ่างน�้ำอัลตร้าโซนิค (ultrasonic water-bath)
		  2.1.12 อะลูมิเนียมฟอยล์

	 2.2	สารเคมี
		  2.2.1	อะซิโตรไนไตรล์ ชั้นคุณภาพวิเคราะห์ HPLC
		  2.2.2	น�้ำที่มีความบริสุทธิ์สูง มีค่าความต้านทานไฟฟ้าไม่น้อยกว่า 
			   18.2 MΩ•cm
		  2.2.3	โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟสโมโนไฮเดรต
		  2.2.4	โซเดียมไฮดรอกไซด์
		  2.2.5	สารมาตรฐานเมลามีน ความบริสุทธิ์อย่างน้อยร้อยละ 99.0
		  2.2.6	กรดเกลเชียลอะซิติกความเข้มข้นร้อยละ 100 ชั้นคุณภาพวิเคราะห์

	 2.3 การเตรียมตัวอย่าง
	 ตัวอย่างส�ำหรับก�ำหนดค่าอ้างอิง เตรียมโดยใช้สารละลายมาตรฐานเมลามีนที่
ระดับความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมลงในสารละลายกรดอะซิติก ร้อยละ 3 
โดยน�้ำหนักต่อปริมาตร ซึ่งทราบปริมาตรที่แน่นอนของทั้งสารมาตรฐานปริมาณ 40 
กรมัและสารละลายกรดอะซิตกิปรมิาณ 8,000 กรมัด้วยการช่ังน�ำ้หนกั ผสมให้เป็นเน้ือ
เดียวกันด้วยการเขย่า แล้วแบ่งบรรจุในขวดพลาสติก ปิดสนิท เก็บที่อุณหภูมิห้อง	

z-score = (x-X) 
		     σ

pt
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	 2.4 การตรวจสอบความเป็นเน้ือเดยีวกนั (Homogeneity) และความเสถยีร 

(Stability)
	 ตวัอย่างส�ำหรบัก�ำหนดค่าอ้างอิง ต้องด�ำเนนิการตรวจสอบความเป็นเน้ือเดยีวกัน 
โดยการสุ่มตัวอย่างจ�ำนวน 10 ขวดและตรวจวัดปริมาณสารเมลามีนในสารละลาย
ตัวแทนอาหาร (กรดอะซิติก ร้อยละ 3 โดยน�้ำหนักต่อปริมาตร) ตัวอย่างละ 2 ซ�้ำ 
แล้วประเมินโดยวิธีทางสถิติเปรียบเทียบระหว่างค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของ
ตวัอย่าง (S

s
) และค่าส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานของการประเมินความช�ำนาญ (σ

pt
) ตาม 

ISO 13528: 2015 ดังสมการ 

S
S
 ≤ 0.3σ

pt

	 การตรวจสอบความเสถียรของตัวอย่าง ด�ำเนินการโดยสุ่มตัวอย่างจ�ำนวน 
5 ขวดและตรวจวัดปริมาณสารเมลามีนในสารละลายตัวแทนอาหาร (กรดอะซิติก 
ร้อยละ 3 โดยน�ำ้หนกัต่อปริมาตร) ซ่ึงด�ำเนนิการทดสอบในวนัทีส่ิน้สดุของโปรแกรม
ทดสอบความช�ำนาญ แล้วประเมนิโดยวธิทีางสถติติาม ISO 13528: 2015 ดงัสมการ

|A-B|≤ 0.3σ
pt

เมื่อ A คือค่าเฉลี่ยปริมาณเมลามีนที่ได้จากการศึกษาความเป็นเนื้อเดียวกัน
      B คือค่าเฉลี่ยปริมาณเมลามีนที่ได้จากการศึกษาความเสถียร

	 2.5 การก�ำหนดค่าอ้างอิงด้วยเทคนิค

		  ไฮเพอร์ฟอร์แมนลิควิดโครมาโทรกราฟี 
ความเข้มข้นของสารเมลามีนค�ำนวณโดยใช้เครื่อง HPLC จากการเทียบกับสาร
มาตรฐานทีท่ราบความเข้มข้นทีแ่น่นอน โดยการสร้างกราฟมาตรฐานจากสารละลาย
มาตรฐานเมลามีนในสารละลายตัวแทนอาหารที่ความเข้มข้นระหว่าง 0 ถึง 40 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรที่กรองผ่านตัวกรองชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ลงใน
ขวดแก้วขนาดเล็ก ฉีดเข้าเครื่อง HPLC ตามสภาวะเครื่อง HPLC ที่เหมาะสมในการ
ทดสอบตาม DD CEN/TS 13130-27:2005 Materials and articles in contact 
with foodstuffs: Plastics substances subject to limitation, Part 27: 
Determination of 2,4,6-triamino-1,3,5-triazine in food simulants [6]
 ดังตารางที่ 2

ตารางที่ 2 สภาวะการทดสอบเมลามีนด้วยเครื่อง HPLC 

รายการ สภาวะที่เหมาะสมของเครื่อง HPLC

คอลัมน์ ชนิดเหล็กกล้าไร้สนิมขนาด 250 x 4.6 มิลลิเมตรและการ์ด
คอลัมน์ บรรจุด้วย Spherisorb NH2 ขนาดอนุภาค 5 
ไมโครเมตร ยี่ห้อ Waters

อุณหภูมิคอลัมน์ 40 องศาเซลเซียส

วัฏภาคเคลื่อนที่ อะซิโตรไนไตรล์ : สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 
5.0 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.5  ( 75 : 25 )

อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที

ปริมาตรที่ฉีด 20 ไมโครลิตร

เครื่องตรวจวัด เครื่องตรวจวัดชนิดยูวี (UV detector): ความยาวคลื่น  230 
นาโนเมตร

	 2.6 การก�ำหนดค่าอ้างอิงโดยวิธีวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนัก (Gravimetric 

method) 
	 ความเข้มข้นของสารเมลามีนค�ำนวณจากการชั่งน�้ำหนักสารมาตรฐานและ

สารละลายตัวแทนอาหาร (กรดอะซิติก ร้อยละ 3 โดยน�้ำหนักต่อปริมาตร) ด้วย
เครื่องชั่งที่มีความละเอียด 4 ต�ำแหน่งและได้รับการสอบเทียบตามมาตรฐาน ISO/
IEC 17025 แล้วค�ำนวณความเข้มข้นของเมลามีน 

	 2.7	การประเมินค่าความไม่แน่นอนของค่าอ้างอิง
	 การประมาณค่าความไม่แน่นอนของผลการวัด ใช้แนวทาง EURACHEM/
CITAC Guide: 2012 [7] โดยแจกแจงแหล่งที่มาของค่าความไม่แน่นอนในแผนภูมิ
ก้างปลา แล้วค�ำนวณหาค่าความไม่แน่นอนของแต่ละแหล่ง ค่าความไม่แน่นอน
รวมและค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

	 2.8 การเปรียบเทียบความแตกต่างของ 2 วิธี
	 การประเมินความแตกต่างของการก�ำหนดค่าอ้างอิงระหว่างวิธีไฮเพอร์ฟอร์
แมนลคิวดิ โครมาโทรกราฟีและวิธกีารวเิคราะห์ด้วยน�ำ้หนกั โดยใช้การค�ำนวณจาก
ค่า E

n
 score เป็นการน�ำค่าความไม่แน่นอนมาร่วมใช้ในการเปรยีบเทียบด้วย ซึง่การ

เปรียบเทียบด้วยค่า t-test นั้นไม่ได้ค�ำนึงถึงค่าความไม่แน่นอนของค่าอ้างอิง แต่ใช้
การค�ำนวณจากค่าเฉลี่ยและค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน การประเมินจากค่า E

n 
โดย

พิจารณาถ้า E
n
 ≤ 1.0 แสดงว่าผลการทดสอบจาก 2 วิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัย

ส�ำคัญ [8-9] ดังสมการ

เมื่อ	 X
1	

คือค่าเฉลี่ยปริมาณเมลามีนที่ได้จากวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนลิควิด 
		  โครมาโทรกราฟี
	 X

2 	
คือค่าเฉลี่ยปริมาณเมลามีนที่ได้จากวิธีการวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนัก

	 U
1
	 คือค่าความไม่แน่นอนที่ได้จากวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนลิควิด 

		  โครมาโทรกราฟี
	 U

2
  คือค่าความไม่แน่นอนที่ได้จากวิธีการวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนัก

	 นอกจากนี้การใช้ค่า E
n
 เป็นประโยชน์ต่อการประเมินผลการทดสอบความ

ช�ำนาญ และความสามารถของผู้เข้าร่วมกิจกรรมฯ ที่มีผลการทดสอบใกล้กับค่า
อ้างอิง (assigned value) ภายใต้ค่าความไม่แน่นอนที่ก�ำหนด

3. ผลและวิจารณ์ (Results and discussion)
	 3.1 การตรวจสอบความเป็นเนื้อเดียวกันและความเสถียร
	 การประเมินความเหมาะสมของความเป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่าง พิจารณา
จากการเปรียบเทียบค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของตัวอย่างและค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานของการประเมินความช�ำนาญ ซึ่งได้ตั้งเป้าหมายไว้ที่ ร้อยละ 10 ของค่า
อ้างอิง และค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานระหว่างตัวอย่างต้องมีค่าไม่เกิน 0.3σ

pt 
โดย

ค่า σ
pt 

เป็นการก�ำหนดจากผู้เชี่ยวชาญ ซึ่งเป็นตามมาตรฐาน ISO 13528: 2015  
และมีรายละเอียดแสดงดังตารางที่ 3

ตารางที่ 3 ข้อมูลความเป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่าง (เมลามีนในสารละลายกรด
อะซิติก ร้อยละ 3)

การทดสอบความเป็น
เนื้อเดียวกันของตัวอย่าง

ค่าเฉลี่ยของเมลามีน 5.04

Ss 0.000

σ
pt

0.50

0.3σ
pt

0.15

S
s
 ≤ σ

pt

ตัวอย่างมีความเป็นเนื้อ
เดียวกัน
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การประเมินความเสถียร โดยพิจารณาการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของการวัดจากการ
ทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่างกับผลการทดสอบความเสถียร ตาม ISO 
13528: 2015 ซึ่งความแตกต่างต้องมีค่าไม่เกิน 0.3σ

pt
 ในช่วงเวลาที่ท�ำการเตรียม

ตัวอย่างหรือวันที่สิ้นสุดของโปรแกรมทดสอบความช�ำนาญ ดังตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ข้อมูลความเสถียรของตัวอย่าง (เมลามีนในสารละลายกรดอะซิติก 
ร้อยละ 3)

การทดสอบความเป็น
เนื้อเดียวกันของตัวอย่าง

ค่าเฉลี่ยของเมลามีน (B) 5.10

ค่าเฉลี่ยของเมลามีน (A) 5.04

|A-B | 0.06

σ
pt

0.50

0.3σ
pt

0.15

|A-B| ≤ 0.3σ
pt" 

ตัวอย่างมีความเสถียร

	 3.2	การก�ำหนดค่าอ้างองิด้วยเทคนคิไฮเพอร์ฟอร์แมนลคิวดิโครมาโทรกราฟี 
วิธท่ีีใช้ได้ด�ำเนนิการทวนสอบความใช้ได้ของวธิ ีรวมทัง้ได้รบัการรบัรองตามมาตรฐาน 
ISO/IEC 17025: 2005 และได้เข้าร่วมโปรแกรมทดสอบความช�ำนาญของ FAPAS  
โดยปริมาณเมลามีนค�ำนวณจากการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่สร้างระหว่าง
พ้ืนที่ใต้พีคและความเข้มข้นของสารมาตรฐาน แสดงดังรูปที่ 1 พบว่า ค่าอ้างอิงที่
ทดสอบด้วยเทคนิค HPLC มีระดับความเข้มข้น 5.04 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

รูปที่ 1  กราฟมาตรฐานของสารเมลามีน

	 3.3	การก�ำหนดค่าอ้างอิงโดยวิธีวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนัก (Gravimetric 

Method)
	 ปริมาณเมลามีนค�ำนวณจากการชั่งน�้ำหนักของสารมาตรฐานและสารละลาย
ตัวแทนอาหาร พบว่า ค่าอ้างอิงมีความเข้มข้น 5.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

	 3.4	การประเมินค่าความไม่แน่นอนของค่าอ้างอิง
	 การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัดตาม EURACHEM/CITAC Guide: 
2012 โดยแจกแจงแหล่งที่มาของค่าความไม่แน่ในรูปแผนภูมิกางปลา แสดงดังรูปที่ 
2 ส�ำหรับการก�ำหนดค่าอ้างอิงโดยเทคนิค HPLC พบว่าที่ระดับความเข้มข้น  5.04  
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าความไม่แน่นอนรวมเท่ากับ 0.15 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
และค่าความไม่แน่นอนขยายเท่ากับ 0.30 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม

รูปที่ 2  แหล่งที่มาของค่าความไม่แน่นอนโดยเทคนิค HPLC
	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนจากวิธีวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนัก พบว่า ท่ีระดับ
ความเข้มข้น  5.00  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าความไม่แน่นอนรวมเท่ากับ 0.03 
มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัและค่าความไม่แน่นอนขยายเท่ากบั 0.06 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั  
โดยแหล่งที่มาของค่าความไม่แน่นอนแจกแจงดังรูปที่ 3

รูปที่ 3  แหล่งที่มาของค่าความไม่แน่นอนโดยเทคนิคการวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนัก

	 3.5 การเปรียบเทียบความแตกต่างของ 2 วิธี
การประเมนิความแตกต่างของการก�ำหนดค่าอ้างองิระหว่างวธิไีฮเพอร์ฟอร์แมนลิควิด 
โครมาโทรกราฟีและวิธีการวิเคราะห์ด้วยน�้ำหนักพบว่า E

n
 มีค่าเท่ากับ 0.13 ดังนั้น 

E
n
 ≤ 1 แสดงว่าการก�ำหนดค่าอ้างองิทัง้ 2 วธิใีห้ผลทีแ่ตกต่างกนัอย่างไม่มีนัยส�ำคัญ

4. สรุป (Conclusion)
	 การก�ำหนดค่าอ้างองิของเมลามนีในสารละลายตวัแทนอาหาร เพือ่การเปรยีบ
เทยีบผลระหว่างห้องปฏิบติัการ โดยการใช้เทคนคิ HPLC ตามวิธีมาตรฐาน DD CEN/
TS 13130-27: 2005 พบว่า ตัวอย่างมีปริมาณเมลามีน 5.04  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
และค่าความไม่แน่นอนขยายเท่ากบั 0.30 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั ซึง่เป็นไปตามเกณฑ์
ที่เหมาะสมส�ำหรับตัวอย่างทดสอบความช�ำนาญ   โดยการก�ำหนดค่าอ้างอิงของเม
ลามีนด้วยวิธี HPLC ให้ค่าที่สอดคล้องกับการก�ำหนดค่าอ้างอิงด้วยวิธีวิเคราะห์โดย
น�ำ้หนกั ซึง่พบว่า ตวัอย่างมีปรมิาณเมลามีน 5.00 มิลลกิรมัต่อกโิลกรมั และค่าความ
ไม่แน่นอนขยายเท่ากับ 0.06 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม การเปรียบเทียบเทคนิคการ
ก�ำหนดค่าอ้างอิงด�ำเนินการโดยใช้ค่า E

n
 พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ค่าปริมาณเมลามีนแตก

ต่างกันอย่างไม่มีนัยส�ำคัญ  การตรวจวัดปริมาณเมลามีนต้องค�ำนึงถึงปัจจัยที่มีส่วน
เกี่ยวข้องต่างๆ เช่น การเตรียมตัวอย่างที่ต้องมีความเป็นเนื้อเดียวกันและมีความ
เสถียรทีเ่หมาะสมตาม ISO 13528: 2005  การใช้ตัวกรองทีม่คีวามเหมาะสม (PTFE 
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หรอื PVDF)  การเตรยีมสารละลายมาตรฐานทีต้่องมกีารช่ังและเตรยีมอย่างระมัดระวงั  
รวมทั้งการเตรียมละลายสารมาตรฐานท่ีอาจจ�ำเป็นต้องใช้เครื่องอัลตร้าโซนิค 
(ultrasonic bath) ช่วยในการละลาย นอกจากนี้การเลือกเทคนิคการตรวจวัดท่ี
เหมาะสมส�ำหรบัการก�ำหนดค่าอ้างองิมคีวามจ�ำเป็นอย่างยิง่ต่อผลการทดสอบทีถ่กู
ต้อง  การสอบกลบัได้ไปที ่SI unit ของการวดัเป็นสิง่หนึง่ทีส่�ำคญัต่อความน่าเชือ่ถอื
ของผลการทดสอบ ในที่นี้ด�ำเนินการสอบกลับได้โดยสารละลายมาตรฐานและการ
สอบเทียบเครื่องมือวัด
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